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Resumen
El presente trabajo describe un protocolo aplicado a muestras de heces de ganado bovino para el
aislamiento y purificación de ooquistes de Cryptosporidium sp. y el eventual uso de los mismos para
estudios genéticos mediante PCR.
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Abstract
The present paper describes a protocol applied to fecal samples of cattle for the isolation and
purification of Cryptosporidium sp. oocysts  and the possible use of the same ones for genetic studies
by means of PCR.
Keywords:  Cryptosporidium, DNA, PCR , oocysts, purification.
Los organismos pertenecientes al género
Cryptosporidium son protozoos parásitos
intracelulares obligados del phylum
Apicomplexa. Desde que el género fue des-
crito por Tyzzer (1907) más de 20 especies
del género Cryptosporidium fueron descri-
tas en varios mamíferos hospedadores, pero
actualmente  sólo diez especies son conside-
radas especies válidas de Cryptosporidium
para la mayoría de los investigadores (Fayer
et al., 2000). C. parvum es la especie consi-
derada como responsable de criptosporidiosis
en la mayoría de los mamíferos incluidos el
hombre. La criptosporidiosis es un proceso
diarreico agudo autolimitado en individuos
inmunocompetentes con una duración aproxi-
mada de dos semanas y una patología crónica
en pacientes inmunodeprimidos, no
autolimitada y con diseminación del parásito a
localizaciones extraintestinales (Ma et
al.,1983).
La identificación de especies de este gé-
nero Cryptosporidium basadas en técnicas
como la morfometría son poco fiables, esto
hace necesario el uso de técnicas más depu-
radas y específicas para la identificación de
especies. En este sentido en el presente tra-
bajo se describe un protocolo desarrollado para
la detección de Cryptosporidium en heces
mediante el uso de la PCR.
     Las muestras fecales se obtuvieron de
terneros tipo Holstein neonatos y de pocos días
de edad, con parasitosis adquirida de forma
natural en granjas lecheras de la provincia de
Granada (España), por ser estos,
hospedadores con elevada prevalencia de
criptosporidiosis y a partir de los cuales se
puede obtener gran volumen de muestra. Las
muestras fecales se seleccionaron en función
de la sintomatología del ternero ( presencia o
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no de diarrea). Las muestras se recogieron
en bolsas de plástico no estériles y transporta-
das al laboratorio para su diagnóstico y proce-
samiento; éstas fueron observadas por en mi-
croscopio óptico para determinar la presencia
de Cryptosporidium  mediante examen en
fresco y/o mediante tinción Ziehl-Neelsen
modificada. A las tres muestras positivas de
las 15 muestras colectadas en total, se le adi-
cionó agua para diluir todo el material fecal,
eliminar el material grosero y facilitar su fil-
trado a través de malla metálica. El filtrado
fue lavado varias veces mediante
centrifugación durante 15 minutos a 3830 g
para eliminar la materia grasa, y luego preser-
vadas a 4 °C para la posterior purificación de
los ooquistes.
Los ooquistes fueron purificados mediante
gradiente discontinuo de KBr según Entrala
et al. (2000). Los ooquistes purificados fue-
ron resuspendidos en tampón PBS con adi-
ción de timerosal al 0,02% y preservados a 4
°C para la posterior extracción y purificación
de ADN. El número de ooquistes utilizados
fue determinado por recuento en cámara de
Neubauer. Todo el proceso anterior se llevo a
cabo con cada muestra por separado. La ex-
tracción y purificación de ADN se realizó a
partir de la liberación de los esporozoitos me-
diante digestión artificial de 5x106   ooquistes
(Robertson et al., 1993). La verificación de la
digestión se realizó con microscopio óptico por
visualización de los restos de los mismos y la
presencia de numerosos esporozoitos móviles.
La suspensión resultante de dicha digestión ar-
tificial fue centrifugada a 5107 g durante 15
minutos y resuspendida en tampón PBS. La
extracción y purificación de ADN fue llevada
a cabo según la técnica de Ward et al. (2001),
en virtud de los satisfactorios resultados obte-
nidos utilizando el método estándar de extrac-
ción y purificación de ADN mediante fenol-
cloroformo-isoamílico.
Para la PCR nos basamos en la técnica
según  Xiao et al. (2000), llevándose a cabo la
amplificación de un fragmento de unas 1325
pb contenido en el gen 18S ribosomal, para lo
cual, utilizamos los siguientes cebadores: 5’–
TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’ y, como re-
verso, 5’–CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’.
El resultado fue evaluado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% p/v en
tampón TAE (Tris-ácido acético-EDTA). En
cada pocillo se aplicaron 8 µL más 2 µL de
Figura 1. Resultado de electroforesis en gel
de agarosa al 2%. De izquierda a derecha: Pa-
trón de  peso molecular, producto PCR y con-
trol negativo.
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tampón de corrido (glicero-azul de bromofenol
al 0,25% en agua destilada. Para verificar el
tamaño de banda del fragmento amplificado
utilizamos un patrón de peso molecular
(SIGMA) conteniendo diez bandas de 500 pb
cada una. La electroforesis fue desarrollada
durante 90  minutos a 115V. El gel fue teñido
durante 30 minutos en bromuro de etidio (0,75
ug/ml), visualizado y fotografiado bajo luz
ultravioleta. Como resultado obtuvimos una
banda, que  basándonos en el patrón de peso
molecular, correspondía al tamaño esperado,
aproximadamente 1325 pb (Fig. 1).
Se puede concluir que el protocolo de tra-
bajo descrito constituye una herramienta útil
para la amplificación de ADN de
Cryptosporidium sp. aislado y purificado a
partir de muestras fecales. La previa purifi-
cación de los ooquistes mediante gradiente
discontinuo de densidad con KBr permitió el
uso de la PCR a pesar de los inhibidores de
esta técnica presentes en las heces y que re-
duce la sensibilidad de ésta cuando el ADN
es extraído directamente a partir de heces
(Johnson et al., 1995; Mayer y Palmer, 1996).
Esta técnica evita el uso de kits de extracción
de ADN con cebadores altamente específi-
cos que permiten detectar la presencia de un
único ooquiste (Sturbaum et al., 2001), pero
muy costosos, y comprobamos que el método
estándar de extracción y purificación de ADN
permite resultados satisfactorios para tal fin.
En ensayos previos comprobamos que la can-
tidad de ooquistes citada en el presente traba-
jo es la mínima cantidad a partir de la cual se
consiguió una extracción y purificación eficien-
te de ADN útil para PCR. Si bien, la técnica
descrita no es tan eficiente como el uso de kits
de extracción y purificación de ADN, si es en
cambio, la técnica que reporta mejores resulta-
dos cuando se prescinde de los citados kits.
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